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© Verfahren zum Markieren einer Komponente einer waSrigen Fliissigkeit 

Beschneben wird ein Verfahren zum Markieren einer 
Komponente einer waRrigen Fliissigkeit, das dadurch ge 
kennzeichnet ist, daft man 

|a) zu der die genannte Komponente enthaltenden Flussig- 
keit einen Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe Cyantn-, 
Merocyanin- und Styryl-Farbstoffe. der an einen aromati- 
schen Kern angeheftet mindestens erne Sulfonsaure oder 
Sulfonatgruppe enthalt, zusetzt, wobei der genannte Farb- 
stoff mit der genannten Komponente reaktiv ist. und 
(b) den Farbstoff mit der genannten Komponente umsetzt, 
so daft der Farbstoff die genannte Komponente markiert 
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Beschreibung 

Cyanin-Farbstoffe und damit verwandte Polymethin-Farbstoffe mit liehtabsorbierenden Eigcnschaftcn sind 
bereits in photographischen Filmen verwendet worden. Obgleich solchc Farbstoffe lichtabsorbierende Eigen- 
5 schaften erfordern, benotigen sie keinc Lumineszenz-(Fluoreszenz- oder Phosphoreszenz-)Eigenschaften. Cya- 
nin-Farbstoffe mit Lumineszenz-Eigenschaften haben bislang eine nur sehr eingeschrankte Verwertung erfah- 
ren, Eine solche Verwendung ist beispielsweise die Markterung der Sulfhydrylgruppe von Proteinen. In einem 
Bericht, Salama, G.. Waggoner. A. S. und Abramson )., wird unter dem Titel "Sulfhydrylrei-gens-Farbstoffe losen 
& die rasche Freisetzung von Ca : ^ aus Sarcoplasmin-Reticulum-Blcsohen (SR)" aus Biophysical journal, 47. 456a 

ic (1985), festgestellt. daQ Cvanin-Chromophore mit einer lodacctylgruppe zur Bildung von kovalenten Bindungen 
mit Sulfhydrylgruppen luf dem Sarcoplasmin-Reticulum-Protein bei einem pH-Wert von 6.7. urn dieCa + -Frei- 
^ ser.ung auszulosen. verwendet wurden. 'n dem Beri-jht heiBt es auch. daB Fluoreszenz-Farbsioffe dazu vcrwen- 

% det wurden, u.n diese Proteine ?.u markieren und zu isolieren. 

& In ei.iem Berich: von Waggoner. A. 3.. Jenkins, p . L. Carpenter. \. P. und Gupta. R. mil dem Titel "Kinetik vo.i 

™ l5 Konformationsveranderungen in einem Bereich des Rhodopsin-Molekuls. von der Retinyliden-Bindungsstellc 

entfernt" in Biophysical Journal 33. 292a (1981). stellen die Autoren fest. daB die Sulfhydrylgruppe auf dem 
Fl -Bereich von Vieh-Rhodopsin mit einem Cyanin-Farbstoff mit oiner Absorption bei 660 nm kovalent markiert 
j worden ist. Auch gemaB diesem Bericht werden Cyanin-Farbstoffe zum spozifischen Markieren der Sulfhydryl- 

gruppe eines Proteins verwendet. Die Verwendung von Fluoreszenz-Farbstol'fen wird jedoch in diesem Bericht 
20 nicht besehrieben. 

Ein Artikel mit der Uberschnft "Internationaler Workshop liber die Anwendung von Fluoreszenz-Photoblei- 
chungstechniken auf Probleme der Zellbiologie" von (acobson K.. Elson \L. Koppel D., Webb W. in Fed. Proc. 42: 
72-79 (1983), berichtet uber eine Artikel, der von A. Waggoner eingereicht wurde. Diescr bezicht sich auf 
Fluoreszenz-Sonden vom Cyanintyp. die an Proteine konjugicrt werden konnen und die im tieferen Rotbereich 
25 desSpektrumsangeregt werden konnen. 

In den obengenannten drei Berichten werden als einzige Cyanin-Sondcn nur solche erwahnt. die sich kovalent 
spezifisch an die Sulfhydrylgruppe eines Proteins anheficn. Die einzige spcziell genannte Cyaninverbindung ist 
eine solche, die eine lodacetylgruppe aufweist, welche Gruppe bewirkt. daB der Cyanin-Farbstoff gegenuber der 
$ Sulfhydrylgruppe kovalent reaktiv wird. tn keincm der oben angegebenen Berichtc wird die kovalcnte Reaktion 

$ 30 eines Cyanin-Farbstoffs mit irgendeinem anderen Material als einem Protein oder mit irgendeiner andercn 

Gruppe auf einem Protein als einer Sulfhydrylgruppe besehrieben. 

Viele Nicht-Proteinmaterialien haben jedoch keine Sulfhydrylgruppen. und viele Proteine weisen keine genu- 
gende Anzahl von Sulfhydrylgruppen auf, urn diese Gruppen fur die Zwecke der Fluoreszcnz-Sondierung 
geeignet zu machen. Dazu kommt noch, daB Sulfhydrylgruppen (-SHSH-) leicht zu Disulfiden (-S-S-) in 
35 Gegenwart von Luft oxidiert werden und daher fur die kovalentc Anheftung an eine Fluoreszenz-Sonde nicht 
mehr verfiigbar werden. .... 

ErfindungsgemaB wurden nun Cyanin- und damit verwandte Polymethin-Farbstoffe entwickelt. die Substitu- 
cntengruppen besitzen, die unter geeigneten Reaktionsbedingungcn nicht nur mit Sulfhydrylgruppen. sondern 
auch mit Amin-( — NH_>— )- und Hydroxy-(-OH-)Gruppen oder anderen Gruppen, wie Aldehyd-(-CHO- 
40 )Gruppen. auf Proteinen und anderen Materialien kovalent reaktiv sind, urn eine Fluorcszenz- und Phosphores- 
zenz-Erfassung dieser Materialien zu errnogtichen. Durch die Erfindung werden erhebliehc Vorteile gegenuber 
der Verwendung der lodacetyl-Cyanin- Farbstoffe nach dem Stand der Tcchnik und ihrer spezifischen Reaktivi- 
tat mil Sulfhydrylgruppen realisiert. Amin- und Hydroxygruppcn herrschen in Proteinen und anderen Materia- 
lien starker vor als Sulfhydrylgruppen. und sie sind stabiler. Wcnn daher Fluorcszenz-Cyanin-Farbstoffe zur 
45 Erfassung des Vorhandenseins von bestimmten Proteinen verwendet werden. wird ein starkcres Fluoreszenz- 
oder Phosphoreszcnz-Lichtintcnsitatssignal abgegeben, weil eine groBere An/.ahl von Farbstoffmolekulen an 
das zu sondierende Protein angeheftet werden kann. Weiterhin werden Amin- und Hydroxygruppen leichter an 
Komponenten. die markiert werden soilen..wie Polymerteilchen, die von Natur aus weder Sulfhydryl-. Amin- 
oder Hydroxvgruppen enihalten. angeheftet. 
^ 50 Die Erfindung betr ;,T i auch ein Verfahren. bei dem Lumineszenz-Cyanin-Farbstoffe. die eine Gruppe enthal- 

ten. die mit Amingruppen oder Hydroxygruppen oder anderen reaktionsfahigen Gruppen kovalent sind. dazu 
verwendet werden, urn Proteine oder andcre Materialien mil einer Amin- oder Hydroxygruppe oder einer 
anderen Gruppe. die dazu imstande ist, sich mit dem Farbstoff in einem Gemiseh umzusetzen. verwendet. so daB 
das Vorhandensein und das Ausmali des markierten Proteins oder des anderen Materials erfafti werden kann. 
^ nachdem die markierten Komponenten durch chromatographisehe Methoden abgetrennt worden sind. Nach 
den oben angegebenen Druckschriften wurde offenbar die Sulfhydrylgruppe spcziell deswegen fur die kovalentc 
Reaktion ausgewahli. weil sich auf einem Proteinmolekul so wenige dieser Gruppen befinden und weil in 
manchen Fallen die Sulfhydrylgruppe in der Funktion des Proteins eine signifikante Rolle spieli. Die Autoren 
konnten daher annehmen. daB der speziclle On einer Sulfhydrylgruppe auf einer Proteinstruktur festgestellt 
werden kann. GemaB diesen Druckschriften wurde der fur die Sulfhydrylgruppe spezifische Farbstoff auch als 
Sonde verwendet, urn Struktur\ erandcrungen in einem speziellen Protein zu erfassen oder zu erzeugen. Urn eine 
Verandcrung der Lichtabsorption durch den Farbstoff oder das durch die Farbstoffbindung freigesetzte Calci* 
umion zu interpretieren. war cs crforderlich. zu wisscn. wo die Sonde gcbunden is u 

Da auf den meisten Proteinmolekulen so wenige Sulfhydrylgruppen sind. konnen diese Gruppen nicht genu- 
gend 7ahlreich sein. urn eine angemessene Gesamtlumines/en/ fur Lrfassungsuntersuchungen zu ergeben. 
Demgegenuber sind Amin- und Hydroxygruppen signifikant zahlreicher. und sie sind auf einem Proteinmolekul 
wcit dispergiert, wodurch es ermoglicht wird. daB eine Fluoreszenz-Sonde an vielfache Stellen auf dem Molckul 
angefugt wird. wodurch eine Interpretation der i Jchtabsorptions- und Fluores/enz\eriinderungen durch Er- 
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leichterung der Erfassung des Proteins ausgcschlossen wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Markierung mit Lumineszenz- Polymethin-Cyanin- und verwandtcn 
Polymethin-Farbstoffen, wic Merocyanin- und Styryl-Farbstoffen. von Proteinen und andercn Materialien mit 
Einschluli von Nucleinsauren, DNA, Arzneimitteln, Toxinen. Blutzellen. mikrobiclicn Materialien, Teilchen, 
Kunststoff- Oder Glasoberflachen, Polymermembranen etc. an einer Amin- oder f i>droxystelle auf den genann- 5 
ten Materialien. Die Farbstoffe sind vorteilhafterweise in einem waBrigen oder einem anderen Medium, in dem 
das markierte Material enthaltcn ist. loslich. Die vorliegende Erfindung betrifft ein zweistufiges Markierungsver- 
fahren zusatzlich zu einem einstufigen Markierungsverfahren. Bei dem zweistufigen Markterungsverfahren 
kann eine primare Komponente. wie ein Antikorper, an Stellen darauf mit EinschluB von Amin-. Hydroxy-. 
Aldehyd- oder Sulfhydrylsteiien, markicrt wcrden. und die markierte Koinponenie wird als Sonde fur die to 
sekundare Komponente. wic ein Antigen, fur das der Antikorper spezifiseh isi. verwendet. 
GemaB dem oben diskutierten Stand der Technik wurde die Spezifizitat der Steile der Anheftung durch eine 
f Cyanin-Sor.de dadurch erhalten. dalJ eine Sonde verwendet wurdc, die gegernibcr einer Sulfhydrylgruppe 

•p kovalent reaktiv ist. GemaB dem erfindungsgemaBen zweistufigen Verfahren konnen Cyanin- und damit vcr- 

% wandte Sonden in einer ersten Stufe mit Amin-, Aldehyd-. Sulfhydryk Hvdroxy- oder anderen Gruppen auf 15 

einer ersten Komponente. wic einem Antikorper. umgesetzt wcrden. worauf der Antikorper die gewunsehte 
Spezifizitat in einer zweiten Komponente. wie einem Antigen, in einer zweiten oder Anlarbungsstufe erhalten 
kann. wobei die Spezifizitat durch die Antigenstelle der Anheftung an den Antikorper bestimmt wird. 
f; Die vorliegende Erfindung betrifft auch Lumineszenz-Polymethin-Cyanin- Verbindungen und damii vcrwand- 

te Verbindungen. die Gruppen enthalten. die sie in die Lage versetzen. kovalent an Amin-. Hydroxy-. Aldehyd- 20 
oder Sulfhydrylgruppen auf einem Targetmolekul angeheftet zu werden. Die Erfindung richtet sich weiterhin auf 
** ; monoklonale Antikorper und andere Komponenten, die mit diesen Lumineszenz-Cyanin-Verbindungen mar- 

kiert sind und die dazu imstande sind. Sonden fur Antigene zu sein. Wenn das Target eine Zelltype ist, dann kann 
die vorliegende Erfindung dazu verwendet werden, die Menge der markierten Antikorper zu rnessen. die an die 
genannte Zeiltype angeheftet ist. Die Messung kann in der Weise erfolgen, daB man die relative Helligkeit oder 25 
Abschwachung der Lumineszenz der Zellen erfaQt. 

Die vorliegende Erfindung kann dazu verwendet werden. die Konzentration eines bestimmten Proteins oder 
einer anderen Komponente in einem System zu bestimmen. Wenn die Anzahl der reaktiven Gruppen auf einem 
Protein, das mit einer Sonde umgesetzt werden kann. bekannt ist. dann ist die Fluoreszenz pro Molekul bekannt, 
% und die Konzentration dieser Molekule in dem System kann anhand der Gesamt-Lumineszenzintensitat des jo 

jL Systems ermittelt werden. . . 

Das Verfahren kann dazu angewendet werden, urn eine Vielzahl von Proteinen oder anderen Materialien in 
einem System quantitativ zu bestimmen. indem man alte eines Gemisches von Proteinen in dem System markiert 
und sodann die markierten Proteine durch irgendwelche MaBnahmen. wie chromatographische MaBnahmen. 
abtrennt. Die Menge der abgetrennten Proteine. die lumineszieren. kann bestimmt werden. in chromatographi- js 
schen Erfassungssystemen kann der On des Farbstoffs auf dem markierten Material ermittelt wcrden. 

Die Erfindung kann auch dazu verwendet werden, urn die Anzahl von verschiedenen Zellen. die mil einem 
Antikorper etikettiert sind. zu bestimmen. Diese Bestimmung kann in der Weise erfolgen. daB man eine Vielzahl 
von Typen der Zellen in einem System etikettiert und sodann die etikettierten Zellen auBerhalb des Systems 
abtrennt. Auch konnen die etikettierten Zellen von nichtetikettierten Zellen auBerhalb des Systems abgetrennt 40 

werden. ... 

Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt ein Multiparameter- Verfahren, bei dem 
eine Vielzahl von Lumineszenz-Cyanin- oder verwandten Farbstoffen verwendet wird, die jeweils an eine 
Vielzahl von verschiedenen primaren Komponenten. wie Amikorpern, angeheftet sind, wobei jeder Farbstoff fur 
eine unterschiedliche sekundare Komponente. wie ein Antigen, spezifiseh ist. urn jeden einer Vielzahl der 45 
genannten Antigene in einem Gemisch von Antigenen zu idemtfizieren. GemaB dieser Ausfuhrungsform wird 
jeder der genannten \ntikorper gesondert mit einem Farbstoff mit verschiedener Lichtabsorption und verschie- 
denen Lumineszenzwellcnlangen-Eigenschaften als der Farbstoff. der zur Markierung der anderen Sonden 
verwendet wird, markiert. Sodann werden alte markierten Antikorper zu einem zu analysierenden biologischen 
Praparat gegeben. das sekundare Komponenten. w\. Antigene. enthalt. welche jeweils durch bestimmte mar- 50 

*4 loene Antikorper an^efarbt werden konnen. Irgendwelche nichtumgesctztcn Farbstoffmateriaiien konnen aus 

dem Praparat beispielsweise durch Auswaschen entfernt werden. wenn sie die Analyse storen. Das biologische 
Praparat wird sodann einer Vielzahl von Anregungswellenlangen ausgesetzt. wobei jede verwendete Anre- 
gunuswcilenlange die Anregungswctlenlange eines bestimmten konjugicrten Farbstoffs ist. Ein Lumineszenz- 
Mikroskop oder ein anderes Lumineszenz-Erfassungssystem, wie ein FlieG-Cytometer oder ein Fluoreszenz- 55 

^ Spekirophotomeier. das Filter oder Monochrometer zur Auswahl der Strahlen der Anregungswellenlange und 

zur Auswahl der Wellenlangen der Lumineszenz aufweist. wird dazu verwendet, urn die Intensitat der Strahlen 
der Emissionswellenlange. die der Anregungswellenlange entspricht. zu bestimmen. Die Intensitat der Lumines- 
zenz bei Wellenlangen, die der Emissionswellenlange eines bestimmten konjugierten Farbstoffs entspricht, zeigt 
die Menge des Antigens an. die an den Antikorper gebunden ist. an den der Farbstoff angefugt ist. In bestimmten 60 
Fallen kann eine einzige Wellenlange der Anregung dazu verwendet werden. urn Lumineszenz von zwei oder 
rnehreren Materialien in einem Gemisch zu erregen, wobei jede Fluoreszenz bei einer verschiedenen Wellenlan- 
ge und die Menge jeder markierten Art dadurch gemessen werden kann, daB man ihre individuelle Fluoreszenz- 
imensitat bei der jeueiligen Fluoreszenzwellenlange erfaBt. Gewunschtenfalls kann eine Lichtabsorptions-Er- 

;> fassungsmethode angewendet werden. Das erfindungsgemaBe Zweistufen-Verfahren kann auf ein beliebiges 65 

System angewendet werden, bei dem ein mit einem Farbstoff konjugiertes primares Material und dem Farbstoff 
ge- oder Lichtabsorptions-Erfassungssystem verwendet wird. urn das Vorhandensein eines anderen Materials zu 
erfassen. auf das das Konjugat aus dem primaren Material in dem Farbstoff gerichtet ist. So kann beispielsweise 
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der Farbstoff an ein Fragment von DNA oder RNA konjugiert sein. um ein mit Farbstoff konjugiertes DNA- 
oder RNA-Fragment zu bilden.das sodann auf einen Hauptstrang von DNA oder RNA genchtet wird, zu dem 
das Stack komplementar ist. Das gleiche Testverfahren kann dazu verwendet werden, um das Vorhandensein 
von irgendeinem komplementaren Hauptstrang von DNA zu erfassen. 

Die erfindungsgemafien Cyanin- und damit verwandten Farbstoffe sind besonders gut fur dte Analyse eines 
Cemisches von Komponenten geeignet. bei dem Farbstoffe einer Vielzahl von Anregungs- und Emissionswel- 
lenlangen erforde'lich sind, weil spezielle Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe synthetisiert werden konnen. 
die einen weiten Bereich von Anregungs- und Emissionswellenlangen haben. Spezielle Cyanin- und damn 
verwandte Farbstoffe mit spezifischen Anregungs- und Emissionswellenlangen konnen symhetisiert werden, 
indem die Anzahl der Methingruppen variiert wird oder indem die Cyanin-Ringstrukturen modifiziert A-erden. 
Auf diese Weise ist es moglich, Farbstoffe mit besonderen Anregungswellenlangea zu synthetisieren. um einer 
besonderen Anregungs-Lichtquelle. wie einem Laser, zum Beispiel einein HeNc-Laser oder einem Dicdenlaser. 

zuentsprechen. 

Die Erfindung betrifft die kovalente Reaktion von hochlumineszenten und hochlichtabsorbierenden Cyamn- 
und damit verwandten Farbstoffmolekulen unter Reaktionsbedingungen mit Amin-. Hydroxy-. Aldehyd-. Sulfhy- 
drvl- oder anderen Gruppen auf Protetnen. Peptiden. Kohlenhydraten. Nucleinsauren. denvatisierten Nuclein- 
sauren, Lipiden. bestimmten anderen biologischen Molekulen. biologischen Zellen sowie nichtbiologischen 
Materialien, beispielsweise loslichen Polvmeren. Polymerteilchcn. Pol\ meroberflachen. Polymermcmbranen. 
Glasoberflachen und anderen Teilchen und Oberflaehen. Da die Lumineszenz hochcmpfindliehc optische Teeh- 
niken umfaOt. kann die Anwesenheit dieser Farbstoff-"Etikeuen , ' erfaOi und selbst dann quantitativ bestimmt 
werden. wenn das "Etikett" nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist. Somit konnen die Farbstoffmarkierungs- 
Reagentien dazu verwendet werden. die Menge eines Materials, das markiert worden ist. zu mcssen. Die am 
besten geeigneten Farbstoffe sind hochlichtabsorbierend (c - 70 000 bis 250 000 l/mol-cm oder hdher) und sehr 
lumineszent, und sie haben Quantenausbeuten von mindestens 5% bis 80% oder mehr. Die quahtauven E.gen- 
schaften betreffen die Farbstoffe selbst und Farbstoffe. die an ein markiertes Material konjugiert sind. 

Eine wichtige Anwendung fur diese Farbmarkierungs-Rcagentien ist die Herstcllung von lumineszierendcn 
monoklonalen Antikorpern. Monoklonale Antikorper sind Proteinmolekule. die sich sehr eng und sehr spezifisch 
an bestimmte chemische Stellen oder "Marker" auf Zelloberflachen oder innerhalb von Zellen bmden. Diese 
Antikorper besitzen daher eine enorme Forschungseignung und klinische Eignung zur Identiftzierung von 
bestimmten Zelltypen (zum Beispiel HLA-Klassifizierung. T-Zell-Subsets. Bakterien- und Virenklassifizierung 
etc.) und erkrankte Zellen. In der Vergangenheit ist die Menge des an eine Zelle gebundenen Antikorpers 
dadurch quantitativ bestimmt worden, daB man den Antikorper auf vcrschiedenc Weise markiert hat. Das 
Markieren ist mit einer radioaktiven Markierung (Radioimmuno-Assay). einem Enzym (ELISA-Teehniken) oder 
einem Fluoreszenz-Farbstoff (gewohnlich Fluorescein. Rhodamin.Texasroi® oder Phycoerythrin) bewerkstelhgt 
worden. Die meisten Hersteller und Anwender von klinischen Antikorper-Rcagentien mochten von den mit der 
Verwendung von radioaktiven Tracern inharenten Problemen wegkommen. so daB die Lumineszenz als erne der 
vielversprechendsten Alternativen angeschen wird. Tatsachlich Itefern nunmehr vieie Firmen mit Fluorescein. 
Texasrot®, Rhodamin und Phvcoerythrin markierte monoklonale Antikorper. 

In den letzten Jahren ist die optische/elektronische Instrumentierung fur die Erfassung von fiuoreszierenden 
Antikorpern auf Zellen komplizierter geworden. So kann beispielsweise die FlicB-Cytometrie dazu verwendet 
werden. um die Menge von fluoreszierendem Antikorper auf individuellen Zellen mit einer Rate von bis zu d000 
Zellen pro Sekunde zu bestimmen. Auch mikroskopische und Losungs-Fluoreszenztechnikcn haben Kortschntte 
erzielt. Diese Instrumente konnen eine Fluoreszcnz bei vielen Wellenlangen des UV-, sichtbaren und nahen 
IR-Bereichs des Spektrums erregen. Doch konnen die meisten der derzeit verfugbaren. verwendbaren Fluores- 
zenz-Markierungs-Reagentien nur im 400- bis 580-nm- Bereich des Spektrums angeregt werden. Die Ausnahmen 
sind einige der Pigmente vom Phycobiliprotein-Typ. die aus Mecresorganismen isoliert worden sind und die 
kovalent an Proteine angeheftet werden konnen. Diese konnen bei etwas niedrigeren Wellenlangen angeregt 
werden. Es gibt daher ein groBes Spektratfenster im Bereich von 580 bis ungefahr 900 nm. wo es notwendig ist. 
da(3 neue Markierungs-Reagentien zur Markierung von biologischen und nichtbiologischen Matenahen verfug- 
bar werden. wobei die Analyse mit der dcrze : t verfugbaren Instrumentierung durchgefiihrt werden soli. Neue 
Reagentien. die in diesem Spektralbereich anregbar sind. wurden es ermoglichen. Multifarb-Lumtncszenzanaly- 
sen von Markcrn auf Zellen durchzufuhren. da Antikorper mit verschiedenen Spezifuitaicn jeweils mit einem 
verschieden gefarbten Fluoreszenz-Farbstoff markiert werden konnten. Somit konnte das Vorhandensein von 
mehreren Markcrn gleichzeitig fur jede analvsierte Zelle bestimmt werden. 

Die Erfindung betrifft auch lumineszierende (fluoreszierende oder phosphoreszierende) Cyanin-. Merocyamn- 
und Styryl-Farbstoffe selbst. die an biologische und nichtbiologische Materialien kovalent angekniipft werden 
konnen. Merocyanin- und Stvrvl-Farbstoffe werden ftir die Zwecke dieser Erfindung als mit Cyanin-Farbstolfcn 
verwandt angesehen. Die neuen Markierungs-Reagentien selbst. jedoch insbesondere dann, wenn sic mil einer 
markierten Komponente konjugiert sind, konnen durch Licht von ersten definicrten Wellenlangen, zum Beispiel 
durch Licht in Wellenlangenberoichen des Spektrums von 450 bis 900 nm. angeregt werden. Die Hintergrund- 
Fluoreszen? von Zellen erfolgt im allgcmeinen bei einer niedrigen Wellenlange. Daher werden sich die Markie- 
rungs-Reagentien gegeniiberder Hintergrund-Fluoreszcnz unterschciden. Von besonderem Interesse sind die 
Derivate. die Licht bei 633 nm absorbiercn. da sie durch billige. intensive, stabile und langlebige HcNe-Laser- 
qucllen angeregt werden konnen. Licht von zweiten definicrten Wellenlangen. das durch die markierte Kompo- 
nente fluoresziert oder phosphorc&ziert wird. kann sodann erfalJi werden. Das fluoreszicrte oder phosphores- 
7ierte Licht hat im altgemeinen eine grofiere Wellenlange als das Anregungslicht. In der Erfassungsstufe kann etn 
Lumineszenz-Mikroskop verwendet werden. das einen Filter zur Absorption von Streulicht der Anregungswel- 
Icnlange und zum Durchgang der Wellenlange hat. die der Lumineszenz entspricht. die der jewciligen Farbstoff- 
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markierung cntspricht, die mit der Probe verwendet wird. Ein derartigcs optisches Mikroskop ist zum Beispiel in 
dor US- PS 4b 21 91 1 beschrieben. 

Nicht atleCyanin- und damit verwandte Farbstoffe sind lumineszierend. (edoch schlieBen die erfindungsgema- 
Oen Farbstoffe seiche Cyanin- und damit verwandte Tarbstoffe ein. die lumines/ierend sind. Sie sind relativ 
photostabiL und viele sind in der Reaktionslosung. vorzu'gsweise eincr waBrigen Losung. Idslich. Die konjugier- 
ten Farbstoffe selbst. jedoch insbesondere. wenn sie mit einer markierten Kompnnente konjugicrt sind. haben 
molare Extinktionskoeffizienten (/;) von mindestens 50 000 und vorzugsweise mindestens 100 000 Liter pro 
mol-crn. Der Extinkiionskoeffizient ist ein Mali der Fahigkeit der Molekulc. Licht /.u absorbieren. Die erf in * 
di'ngsgemaOen konjugieneu Farbstoffe haben Quaruenausbeuten von mindestens 2°/o und vorzugsweise minde- 
stens 10%. Dazu absorbieren und emittiercn die erfindu.igsgemafien konjugiertcn f arbstoffe Lieht u n Spektral- 
bereich von 400 bis 900 nm und vorzugsweisc tm Spektralbereich von 600 bis 300 nm. 



:?i Arvlsulfoniertc Farbstoffe 

I 

^ Es wurdc nun gefunden. daB die hienn beschriebenen Ar\ luilfonat- oder Arvlsulfonsaure-Farbstoffc ihrer ^ 

Natur nach starker fluoreszierend sind und verbesserte Photostabilitais- und Wjsserlosliehkeiiseigenschaften 
haben als ahnliche Farbstoffe ohne Arylsulfonat- oder Arslsulfonsauregruppen. Die hierin verwendeten Be- 
7 eichnungen Arylsulfonat oder Arylsulfonsaure sollen A " 'sulfonsauregruppen odor Arylsulfonatgruppen bc- 
zeichnen. wobei* die genannten Gruppcn a;i aromatische Ringstrukturen angefugt sind. mit EinschluB einer 
oinzigen aromatischen Ringstruktur oder einer kondensierten Ringstruktur. beispielswetse einer Naphthalan- :o 
struktur. Die einzige aromatische Ringstruktur oder die kondensierte aromatische Ringstruktur kann in Polymc- 
' thin-, C>anin-, Merocyanin- oder Styryl-Farbstoffen vorhanden sein. 

Viele Farbstoffe mir planaren Molckularstrukturcn mit EinschluB von ublichen Cyanin-Farbstoffen neigen 
dazu. in waBriger Losung Dimere und Aggregate hoherer Ordnung <u bilden. und zwar insbesondere dann, wenn 
gteichfalls anorganische Salze vorhanden sind, wie es beispielsweise in gepuffertcn Losungen und phystologi- >s 
scher Kochsalzlosung der Fall ist. Diese Aggregate haben gewohnlich Absorptionsbanden, die zu der kurzen 
Wellcnlangenseite der Monomerabsorption verschoben sind, und sie sind im allgemcinen schr schwach fluorcs- 
zierende Arten. Die Tendcnz der Cyanin-Farbstoffe, in waBriger Losung Icicht Aggregate zu bilden. ist insbeson- 
dere in der Photographic gut bekannt (West, W., und Pierce S.. J. Phys. Chem.. 69: 2894 (1965); Sturmer, D. M. ( 
5 Spec. Top in Heterocyclic Chemistry, 30 (1974)). jo 

Viele Farbstoffmolekule und insbesondere Cyanin-Farbstoffmolekule neigen dazu. in waBriger Losung Ag- 
gregate zu bilden. Es ist gefunden worden. daB die Arylsulfonat-Farbstoffe eine minimale Neigung haben, diese 
Aggregate zu bilden. Bei Verwendung zur Bildung von fluoreszierenden Markierungs-Reagentien haben die 
Arylsulfonat-Farbstoffe eine vermindene Neigung, Aggregate zu bilden, wenn sie mit hohen Oberflachendich- 
ten an Proteine oder andere Molckule. wie Antikorper, gebunden werden. Die Tendenz eines bestimmten 35 
Farbstoffmolekuls. Aggregate in einer Salzlosung (zum Beispiel 150 mM Natriumchlorid-Losung) zu bilden, 
kann als MaQ der Neigung des gleichen Farbstoffmolekuls zur Bildung von Aggrcgaten auf der Oberflache von 
Proteinen genommen werden. Fur Farbstoffmolekule wird es daher angestrebt, daB sie eine minimale Neigung 
haben. in waBrigen Salzldsungen Aggregate zu bilden. Die Werte der Fig. 2 zeigen. daB ein bestimmter arylsulfo- 
nierter Farbstoff selbst bei hohen Konzentrationen in waBriger Salzlosung nur eine niedrige Neigung hat, 40 
Aggregate zu bilden. 

Die Fig. I zeigt das Monomer-Absorptionsspektrum und das Dimcr-Absorptionsspektrum eines typischen 
Cyanin-Farbstoffs, gelost in einem waBrigen Puffer. Der zur Erzcugung dicscr Spektren verwendete Farbstoff, 
N,N'-Di-sulfobutyl-indodicarbocyanin. wcist kcine Arylsulfonatgruppen auf und bildet selbst bei Konzentratio- 
nen im submillimolarcn Bereich leicht Dimere. Das Dimer-Spektrum wurde aus den Spektren des Farbstoffs bei 45 
vorschiedenen Konzentrationen errechnet (vgl. die Meihude von West und Pearce. 1965). Bei einer 3-mM-Kon- 
zentration in einer phosphatgepufferten Kochsalzlosung waren die Absorptionen der Monomer- und Dimerban- 
den etwa gleich. 

Das Spektrum des verbesserten Sulfoindodicarboc>anins. N'.N'-Dieihyl-indodicarbocyanin-5,5'-disulfonsaure, 
ist in Fig. 2 gezeigt. Dieser Farbstoff 7eigte bei Konzentrationen bis zu 10 mM kein Anzeichen einer Aggrega- so 
tion in der Kochsalzlosung. 

Oblicherweise wird die Wirksamkeit. mit der sich em bestimmter reaktiver Farbstoff an ein Protein, beispiels- 
v\eise einen Antikorper. kuppelt, unter definierten Reakiionsbedingungen bestimmt. Der gctestete Farbstoff 
war der Bis-N-hydroxysuecinimidester von N.N'-Di-carbox>pentyl-indodicarbocyanin-5.5'-disulfonsaure. Die 
Fig. 3 7eigt, daB dieser aktive Sulfoc\anin-Farbstoff-Ester sich wirksam mil Sehaf-lmmunoglobulin in einem <n 
Carbonat-Puffer bei einem pH-Wert von 9.2 umsetzt. wodurch kovalent markierte Antikorpermolekule gebildet 
werden. die ein Molverhaltnis von Farbstoff zu Antikorper im Bereich von weniger als 1 bis mehr als 20. je nach 
den relativen Farbstoff- und Antikorperkonzentraiionen. in der Reaktionslosung haben. Die Neigung der 
linearen kleinsten Quadrate der Werte zeigen. daB unter diesen Bedingungen die Markierungswirksamkeit 
dieses Farbstoffs etwa 80% ist. Bei ahnlichen Untersuchungen setzte sich Fluorescein-isothiocyanat (FITC) mit to 
einer Wirksamkeit von etwa 20% urn. 

Die Reaktivitat des aktiven Esters des neuen Sulfoindodicarbocyanin-Farbstoffs wurde dadurch untersucht, 
daB Schaf-!mmunoglobulin(lgG)markiert wurde. Das Protein (4 mg/ml) wurde in 0.1 m Carbonat-Puffer (pH = 
^,2) aufgelost. Aliquote Teile des reaktiven Farbstoffs. gelost in wasserfreiem Dimethylformamid. wurden zu den 
Proteinproben gegeben. urn die ursprunglichen Molverhaltnisse Farbstoff : Protein zu ergeben. Nach 30 Minu- 65 
ten wurde das Protein von dem unkonjugierten Farbstoff durch Gel-Permeationschromatographie (Sephadex 
G-50) abgetrennt. Die resultierenden Molverhaltnisse Farbstoff : Protein wurden spektrophotometrisch be- 
stimmt. und sie sind in Fig. 3 dargestellt. 
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Bei niedrigen Verhaltnissen von Farbstoff zu Protein zeigen die Absorptionsspektren dcr markierten Proteine 
Banden, die eng den Spektrcn des freien monomeren Farbstoffs entspreehen. Bei Antikorpermolckulen. die 
stark markiert worden sind (hohe Verhaltnisse Farbstoff : Protein) oder die mit Farbstoffen mil groBer Ncigung 
zur Aggregation in waBrigen Losungen markiert worden sind, wird oft festgestellt. daB sie neue Absorptionspe- 
aks haben, die bei kiirzeren Wellenlangen erscheinen als die Absorptionsbanden des monomeren Farbstoffs in 
waQriger Losung. Die Wellenlange des neuen Absorpiionspeaks fiillt haufig in einen Bereich, der fur das 
Dimer-Absorptionsspcktrum des Farbstoffs charakteristisch ist (vgl. Fig. 1 ). 

Starker markierte Antikorper haben hohcre Verhaltnisse von kurzen zu langen Wcllenliingen- Absorpiionspe- 
aks. Dteser kurzere Wellenlangen-Absorptionspeak kann in Fig. * bei ungefahr 590 nm gesehen werden. Der 
langere Wellenlangenpeak (bei 645 nm) in Fig. 4 ist auf monomere Farbstoffmolckiile zuruckzufiihren. die an 
den Antikorper pebunden sind. Das MarkierunKS-Reagens. das verwendet wurde. urn das Aniikdrpcr-Absorp- 
*J tionsspektrum in Fig. 4 herzustellen (der Bis-N-hydrox\suceinimidester von N.N'-Di-sulfobutyl-indodicarbocya- 

% nin-5,5'-essigsaure) besitzt keine ArylsuLonaigruppen und bildet leichi in waQriger. Salzlosungen und auf Ami- 

% kdrpern. mit denen er umgesetzt worden ist. Dimere. Von entscheidender Bedeutung es, daB die Fluoreszenz- 

)6 Anregungsspektren diescr Antikorper zeigen. daB die Anregung der markierten Antikorper beim kurzen 
Wellenlangenpeak nicht proportional so viel Fluoreszcnz erzeugt wie es bei emer Anregung beim langeren 
Wellenlangenpeak der Fall ist. Diese Beobachtung stent in Obceinstimmung nut der Idee, duB der kurzere 
Wellenlan^-.i-Absorptionspcak auf die Bildung von nichtfluoreszicrenden Dimeren und Aggregaten auf den 
V- Antikorpermolekiilen zuriickzufiihren ist. 

20 Es wurde gefunden. daB das zum Erhalt der Werte der Fig. 3 verwendete Markierungs-Reagens. bestehend 
' aus cinem Arylsulfonat-Cyanin-Farbstoff. auf den Antikorpermolekulen nicht ohne weiteres aggregiert. Dies 
ergibt sicli aus dem erheblich kleineren Absorptionspeak bei Wellenlangen. bei denen charaktcristischcrwei.se 
Dimere absorbicren (vgl. Fig. 5). Dies ist deswegen von Wichtigkeit. weil Antikorper und andere Proteine. die 
mit diesen "nichtaggregierenden ' Markierungs-Reagentien markiert worden sind, starker fluoreszierende mar- 
is kierte Proteine ergeben sollten. Tatsachlich ergeben die Arylsulfocyanine selbst dann glanzend fluoreszierende 
Antikorper, wenn das mittlere Verhaltnis Farbstoff pro Antikorper relativ hoch ist (vgl. Fig. 6). 

Schaf-lmmunoglobulin (IgG). das mit einem Carboxyindodicarbocyanin-Farbsioff markiert worden ist. ist in 
Fig. 4 gezeigt. Die Fig. 5 zeigt das Protein, das mit dem neuen Sulfiindodicarbocyanin-Farbstoff konjugiert 
$j worden ist. Die Anwesenheit von erhdhtem Dimeren (vgl. Fig. 1) in dcr erstgenannten Probe ist offcnsichtlich. 

*j5 30 Obgleich das Molverhaltnis Farbstoff : Protein bei beiden Praparaten ungefahr gleich war. war das in Fig. 5 

& t dargestellte Protein erheblich starker fluoreszierend als die in Fig. 4 gezeigte Probe. 

Urn glanzende bzw. hell fluoreszierende Antikorper oder andere Proteine, die mit Fluoreszenz- Farbstoffen 
markiert worden sind, zu erhalten, ist es von Wichtigkeit. daft die mittlere Quantenausbeute pro Farbstoffmolc- 
kul auf dem Protein so hoch wie moglich ist. Es ist allgemein festgestellt worden. daB, wenn die Oberflachendich- 
te der Farbstoffmolekule auf dem Protein zunimmt (d. h.. wenn das Verhaltnis von Farbstoff zu Protein zu- 
nimmt), dann die mittlere Quantenausbeute der Farbstoffe vermindert wird. Dicser Effekt ist manchmal dem 
Ausloschen zugeschrieben worden, das als Ergebnis einer Farbstoff- Farbstoff- Wechselwirkung auf dcr Oberfla- 
che von starker markierten Proteinen stattfindct. Die Bildung von nichtfluoreszierendcn Dimeren auf Protein- 
oberflachen kann mit Sicherheit zu diesem Ausloschen beitragen. Die Fig. b zeigt. daB die mittlere Quantenaus- 
40 beute eines Arylsulfocyanin-Farbstoffs langsam abnimmt. wenn das Farbstoff/Protein-Verhaltnis zunimmt (Kur- 
ve mil Diamantensymbolen). Demgegenuber zeigt die Kurze mit den runden Symbolen, daB eine sehr rasche 
Abnahme der mittleren Quantenausbeute fiir das Konjugat eines Nicht-Arylsulfocyanin-Farbstoffs (N.N'-Di- 
sulfobutyl-indodicarbocyanin 5-isothiocyanat) stattfindct. wenn das Farbstoff/Protein-Verhaltnis zunimmt. Da- 
her ergibt der in Fig. 6 gezeigte Sulfocyanin-Farbstoff starker glanzend fluoreszierende Antikorper als der 
^ andere Farbstoff, und zwar insbesondere im Markierungsbereich von I bis 10 Farbstoffmolekulen pro Antikor- 
pcrmolekul. 

Die mittlere Fluorcszenz-Quantenausbeute der einzelnen Farbstoffmolekule auf den markierten Proteinen ist 
ein MaBdes von diesen Biomolekulcn erhaltlichcn Fluores/cnzstgnals. Werte von Schaf-lmmunoglobulin (IgG). 
das mit dem neuen Sulfoindodicarbocyanin-Farbstoff in ph.^phaigcpufferter Kochsal/losung markiert worden 
5(j war, sind in der Kurve mit P ...nantensymbolen der Fig. b geveigt. Die Kurve mit runden Swnbolen der Fig. b 
zeigt Proteine. die inn cinem reakiiven indodiearbocyamnis.xhioevanat-l'arbstoff zum Vergleieh markiert wor- 
den sind. In Fig. 6 stellen die Quantenausbeuten bei einem Verhaltnis Farbstofl 'Proiein \on Null die Werte lur 
die Meih>lamin-Addukieder reakiiven Farbstoffe (freter Farbsiuff)nn Puffer dar. 

£ ^ Hintergrund-Verl'ahren 

Lumineszenz-Sonden sind werivolle Reagentien fur die AnaKse und Trcnnung von Molekulen und Zellen und 
fur die Erfassung und quantuative Bestimmung von anderen Materialmen. Eine sehr kleine Anzahl von lumines- 
zierenden Molekulen kann unter optimalen Umstandcn erfaBt werden. Barak und Webb sehen weniger als 50 
oo Fluoreszenz-Lipid-Analoge im Zusammenhang mit der LDL-Rezeption von Zellen unter Verwendung einer 
SIT-Kamera. |. Cell. Biol. 90: 595-605 ( 1 98 1 ). Die FlieB-Cytomerie kann dazu verwendet werden. urn weniger als 
10 000 Fluoreseeinmolekule zu erfassen. die mit Teilchen oder besiimmten Zellen a^so/iicrt sind (Muirhead, 
Horan und Posie. Bio. Technology 3: 337-356 (1985)). Einige spezielle Bcispiele lur die Ainvendung von 
^ Fluoreszcnz-Sonden sind (1) die Identifizierung und Trcnnung von Subpopulaiionen von Zellen in cinem 

*n Gemisch von Zellen durch die Tcchniken der Fluoreszenz- FlioB-Cytomeirie. der Fluoreszenz-aktivierien Zell- 
sortierung und der FUiores/en/- Mikroskopie: (2) die Besiiinmung der Konzentration einer Substanz, die sich an 
eine zweite Art bindet(zum Beispiel Amigcn-Aniikorper-Reaktionen). bei der Technik des Fluoreszenz-lmmun- 
oassays;(3) die Lokahsierung von Substan/en in Gelen und anderen unlosliehen Tragern durch die Tcchniken 
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der Fluoreszenz-Anfarbung. Diesc Tcchniken werden von Herzenberg et aL. "Cellular Immunology". 3. Auflage, 
Kapitel 22; Blackwcll Scientific Publications. 1978 (Fluoreszcnz-aktiviertes Zellsoriieren): und von Goldman, 
"Fluorescence Antibody Methods" Academic Press, New York, 1968 (FIuoreszenz-Mikroskopie und Fluores- 
zenz-Anfarbung); und in "Applications of Fluorescence in the Biomedical Sciences", herausgegeben von Taylor 
et al.. Alan Liss Inc., 1986, beschrieben. *> 

Bei der Verwendung von Fluoreszcnzmitteln fur die obigen Zwecke bestehen hinsichtlich der Wahl des 
Kluoreszenzmiitels viele Bcschrankungen. Eine Beschrankung besteht in den Absorptions- und F.missionseigen- 
schaften des Fluoreszenzmittcls. da vide Ligandcn. Rezeptoren und Materialien in der Tcstprobc. zum Bcispiel 
Blut, Urin. Cerebrospinal-Flussigkcit. fluoreszieren und die genaue Restimmung der Fluores 'eny der fluores/ie- 
13 renden °robe storen. Diese Erscheirung wird als Autofluorcszenz oder Hintcrgrund-Fluoreszen/ bezeichnet. io 

Ein wciterer Gesichtspunkt is' die Fahigkeit des Fluoreszenzmitiels, mit Liganden und Rezeptoren und anderen 
bioiogischen und nichtbiologisehen Materialien zu konjugieren. und der Effekt einer solchen Konjugation auf 
% das Fluoreszenzmittel. In vielen Situationen kann die Konjugierung an ein anderes Molekul zu einer uesentli- 

% chen Verandcrung der Fluorcszenz-Eigenschaftcn des Fluoreszenzmitiels fiihren und in manchen Fallen sogar 

$ die Quantenlcistung des Fluoreszenzmitiels wescntlich zerstoren odcr vermindern. Es ist auch moglich. daft die \s 

Konjugierung mit dem Fluoreszenzmittel die Funktion des zu markierenden MoIckuIs inaktiviert. Eine dritte 
Erwagur.g liegt in der Quar.tenleistung des Fluoreszenzmitiels, die fur Line empfindliche Erfassung hoch sein 
solhe. Eine vierte Erwagung ist die Lichtabsorptionsfahigkeit oder der Extinktionskoeffiziem des Fluoreszenz- 
mittels. der so groB wie moglich sein solltc. Von Wichtigkeit ist auch. ob sich die Fluore^cnzmolekule miteinan- 
,j cr umsetzen, wenn sie sich in enger Nahe befinden. was zu einem Selbstausloschen fiihren wiirde. Eine weitere >o 
Befiirchtung geht dahin. ob eine nichtspezifische Bindung des Fluoreszenzmitiels an andere Verbindungen oder 
Behalterwande entwedcr selbst oder in Vcrbindung mit der Verbindung. an die das Fluoreszenzmittel konjugtert 
wird. erfolgt. 

" ti Die Anwendbarkeit und der Wert der oben beschriebenen Methoden sind eng an die Verfugbarkeit von 

geeigneten fluoreszicrenden Verbindungen gekoppelt. Insbesondere besteht ein Bedarf an fluoreszierenden 25 
Substanzen, die in dem langeren Wellenlangenbcreich des sichtbarcn Bereichs (Gelb bis nahes Infrarot) cmittic- 
ren, da die Anregung dieser Chromophoren weniger Autofluoreszenz und auch vielfache Chromophoren crgibt. 
die bet verschiedenen Wellcnlangen fluoreszieren, die gleichzeitig analysiert werden konnen, wenn die gesamten 
sichtbaren und die nahen Infrarotbereiche des Spcktrums verwendet werden konnen. Fluorescein, eine weit 

fverwendete fluoreszierende Verbindung, ist eine geeignete Emissionsverbindung im grunen Bereich, obgleich 30 
TJ bei bestimmten Immunoassays und Zcllanalysensystemen die Hintergrund-Autofluoreszenz. welche durch An- 

regung bei Fluorescein-Absorptionswellenlangen erzeugt wird. die Empfindlichkeit der Erfassung beschrankt. 
Jedoch hat sich das hcrkommliche rotfluoreszierende Markierungsmittel Rhodamin als weniger wirksam als 
Fluorescein erwicsen. Texasrot^ ist ein geeignetes Markierungsmittel, das bei 578 nm angeregt werden kann und 
maximal bei 610 nm fluoresziert. & 

Phycobiliproteine haben einen wichtigen Beitrag wegen ihres hohen Extinktionskoeffizienten und der hohen 
Quantenausbeute gemacht. Dicse Chromophor enthaltenden Proteine konnen kovalent an viele Proteine gebun- 
den werden. und sie werden in Fluoreszenz-Antikorper-Assays in der Mikroskopie und der FlieO-Cytometrie 
verwendet. Die Phycobiliproteine haben jedoch folgende Nachteile: ( 1 ) die Protein-Markierungsverfahrenswei- 
se ist relativ komplex; (2) die Protein-Markierungsieistung ist gewohnlich nicht hoch (typischerweise ein Mittel 40 
von 0.5 Phycobiliprotein-Motekule pro Protein): (3) das Phycobiliprotein ist ein Naturprodukt, und seine Herstel- 
lung und Reinigung ist komplex; (4) die Phycobiliproteine sind teuer: (5) es sind keine Phycobiliproteine als 
MarkierungsRcagentien verfugbar, die weiter zum roten Bereich des Spektrums als Allophycocyanin fluores- 
zieren, welches maximal bei 680 nm fluoresziert; (6) die Phycobiliproteine sind chemisch relativ instabil; (7) sie 
sind leicht einer Photobleichung unterworfen; (8) die Phycobiliproteine sind groOe Proteine mit Molekularge- 4S 
wichten im Bereich von 33 000 bis 240 000, und sie sind groOer als viele Materialien. die markiert werden sollen. 
wie Metabolite. Arzneimittel. Hormone, denvatisierte Nucleotide und viele Proteine mit EinschluB von Antikor- 
pern. Der letztgenannte Nachteil ist von besonderer Wichtigkeit. da Am.ikorper, Avidin. DNA-Hybridisierungs- 
Sonden, Hormone und kleine Molekule. die mit den groBen Phycobiliproteinen markiert sind. nicht dazu 
imstande sein konnen. sich an ihre Targets wegen stcrischer Begrenzungen zu binden. die durch die GroBe des io 
$ konjugicrten Komplexes auferlegt werden. Die Bu.uungsrate von Konjugaten an Targets ist gegenuber niedcr- 

molekularen Konjugaten langsam. 

Durch andere Techniken. wi histologic Cytologic Immunoassays, wiirde n auch erhebliche Vorteile durch 
die Verwendung eines Fluores, v izmittels mit hoher Quanieneffizienz. Absorptions- und Emissionseigenschaf- 
ten bei langeren Wellcnlangen und mil einfacher Durchfuhrung der Konjugierung, die von einer nichtspezifi- 55 
% schen Interferenz im wesentlichen frei sind. erfahren. 

GemaO der Erfindung werden reaktive fluoreszierende arylsulfonierte Cyanin- und damit verwandte Farb- 
stoffe mit relativ groBen Extinktionskoeffizienten und hohen Quantenausbeuten zum Zwecke der Erfassung und 
quantitativen Bestimmung von markierten Komponenten verwendet. 

Fluoreszierende Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe konnen zur Markierung von bioiogischen Materia- b o 
lien, wie Antikorpern. Antigenen. Avidin. Streptavidin, Proteinen. Peptiden. derivatisierten Nucleotides Kohlen- 
hvdraten. Lipiden. bioiogischen Zellen. Bakterien. Viren. Blutzellen. Gewebezellen. Hormonen. Lymphokinen. 
bioiogischen Spurenmolekulen. Toxinen und Arzneimitteln. verwendet werden. Fluoreszenz-Farbstoffe konnen 
auch zur Markierung von nichtbiologisehen Materialien. wie loslichen Polymeren und Polymeren und Glasteil- 
$ ehen. Arzneimitteln. Leitern. Halbleitcrn, Glas- und Polymeroberflachen, Polymcrmembranen und anderen 65 

festen Teilchen, verwendet werden. Die zu markierende Komponente kann auch in einem Gemisch mit anderen 
Materialien vorliegen. Das Gemisch. in dem die Markierungsreaktion stattfindet. kann ein flussiges Gemisch. 
insbesondere ein waQrigcs Gemisch, sein. Die Erfassungsstufe kann mit dem Gemisch in flussigem oder trocke- 
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nemZustandbeispielsweiseeinemObjekttrager.durchgefuhrt werden. 

ErfindungsgemaB ist es erforderlich, daQ Cyanin-Farbstoffe durch die Einarbeitung einer reaktiven Gruppe m 
das Cyaninmolekul modifiziert werden. Diese reaktive Gruppe heftet sich kovalent an em Ziel- bzw. Targetmo- 
lekul vorzugsweise an cine Amin- oder Hydroxystelle. und in manchen Fallen an cine Sulfhydryl- odcr Aldehyd- 
5 stelle Die Erfindung verwendet auch die Modifizierung oder Verwendung von Cyanin- und damn verwandten 
Farbstoffstrukturen, urn ihre Loslichkeit in der Testflussigkeit zu erhohen, um (1) ihre Handhabung bet Markie- 
rungsreaktionen leichter zu machen, (2) die Aggregation des Farbstoffs auf der Oberflache der zu markiercnden 
Proteine zu verhindern helfen und f3) die nichtspezifische Bindung von markierten Matenalien an biologische 
A Materialien und an Oberflachen und die Assaworrichtung zu verhindern helfen. 

to Die Cyanin- und die damit verwandten Farbstoffe bieten emen wichtigen Vorte-I uber derzeit v-rfugbare 
fluoresiierendc Markierungs-Reagentien. Zum ersten sind Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe synthen- 
siert worden die in einem Be^ch des Spektrums von 400 bis nahczu 11 00 nm absorbieren und emittieren. Somit 
$ konnen reaktive Derivate aieser Farbstoffe fur Assays hergestclli werden. die cine gleichzemge Messung einer 

t Anzahl von markierten Matenalien erfordern. D.e Vielfarben-foder Multiparameter-)analyse dieser Art kann im 

is Interesse der Einfachheit, der Kostenwirksamkeit oder zur Bestimmun,; von Verhaltnissen von verschiedener 
markierten Arten auf jedem Teilchen in einem komplexen Gemisch von Teilchcn zw ockmaBig sein (zum Beispiel 
der Verhaltmsse von Antigen-Markern auf individuellen Blutzellen in einem komplexen Gemisch durch Multtpa 
rameter-FlieB-Cytometrie oder Fluoreszenz-Mikroskopie). Zum zweiten absorbieren und fluorescein viele 
Cyanin- und damit verwandte Farbsioffe stark. Zum driuen sind viele Cyanin- und damn verwandte Farbstoffe 
relativ photostabil. und sie bleichen nicht ohne weiteres im Fluoreszenz-Mikroskop. Zum vienen konnen 
Cyanin- und damit verwandte Derivate hergestellt werden. die einfache und wirksame Kuppiungs- Reagentien 
sind. Zum funften sind viele Strukturen und sjnthctische Vcrfahrensweisen verfugbar. und die Klasse der 
Farbstoffe ist vielfakig. Es konnen daher viele Strukturmodifikationen durchgefuhrt werden. um die Reagentien 
mehr oder weniger wasserloslich zu mache... .me Ladung kann vcrandert werden. so datt sie das Molekul nicht 
storen an das sie angefiigt sind. wodurch die nichtspezifische Bindung reduzien werden kann. Zum sechsten sind 
im Gegensatz zu den Phycobiliproteinen die Cyanin-Farbsioffe relativ klein (Molekulargewicht = 1000). so daU 
sie nicht nennenswerterweise mit der Fahigkeit des markierten Molekuls sterisch interfeneren, ihre Bindungs- 
stelle rasch zu erreichen oder ihre Funktion auszuuben. 
,i Somit bringen Cyanin-Farbstoff-Markierungsmittel viele potentiellc Vorteile mit sich. Diese F arbstoffe kon- 

»| 30 nen dazu verwendet werden. um ein oder mehrere Komponenten in einer Fliissigkeit, msbesondere einer 

^ waBrigen Fliissigkeit, selektiv zu markieren. Die markierten Komponenten konnen sodann durch optische oder 

Lumineszenzmethoden erfaflt werden. Alternativ kann die markierte Komponente dazu verwendet werden, um 
eine zweite Komponente anzufarben. fur die sie eine starke Affinitat besitzt. Die Anwesenheit der zwciten 
Komponente wird sodann durch optische oder Lumineszenzmethoden festgcstellt. In diesem Fall wird der 
35 Farbstoff mit einer Amin-, Hydroxy-, Aldehyd- oder Sulfhydrylgruppe auf der markierten Komponente umge- 
setzt So kann beispielsweise die markierte Komponente ein Antikorpcr sein. und die angefarbte Komponente. 
fur die sie eine starke Affinitat hat, kann eine biologischc Zelle, ein Antigen oder ein Hapten oder cine 
biologische Zelle oder ein Teilchen. das das genannte Antigen oder Hapten enthalt. sein. GemaB einem weitercn 
Beispiel ist die markierte Komponente Avidin. und die angefarbte Komponente kann ein biotinyhertes Material 
40 sein. Auch konnen Lectine. die mit Polymethin-Cyanin-Farbstoffen konjugiert sind, dazu verwendet werden um 
spezielle Kohlenhydratgr ippen zu erfassen und quantitativ zu bestimmen. VVeitcrhin konnen Lummeszenz.-Cya- 
nin- und damit verwandte Farbstoffe an Fragmente von DNA oder RNA angeheftet werden. Die markierten 
Fragmente von DNA oder RNA konnen als Fluoreszenz-Hybridisiorungssonden verwendet werden. um das 
Vorhandensein und die Mengc von spezifischen komplementaren Nueleotid-Sequenzen in Proben. die DNA 
oder RNA enthalten. zu identifizieren. Auch kann der Farbstoff an ein Hormon oder an etnen Liganden (zum 
Beispiel ein Hormon, ein Protein, ein Pepiid. em Lymphokin. einen Meiaboliien) angefugt werden. das bzw. der 
danach an einen Rezeptor angefugt wird. 

Fur andere Zwecke in Patentschriften besehriebene reaktive Cyanm-Farbstolfe 

* '° GemaB den US-PS 43 37 063 (Miraha et al.). 44 04 289. 44 05 7 1 1 und 44 14 325 (Masuda et ai.) sst erne Vielzahl 

von Cyanin-Farbstoffen svntheiisicrt worden. die aktive N-H>dro\\ sueeimmidesier-Gruppen enthalten. Diese 
Patente zeigen. daB diese Reagentien als photographische Sensibilisatoren verwendet werden konnen. Die 
moglichen Fluoreszenz- Eigenschaften dieser Reagentien sind in den Patenien nichi genannt. Tatsachltch sind 
K s% auch fur diese Prozesse keine Kluoreszenz-Eigenschaften erfurdcrlieh. Die me.stcn der in diesen Patentschntten 

genannten Farbstoffe sind nur sehwach fluoreszierend. und sic sind nichi besonders photostabil. Wciterhm sind 
ihre Loslichkeitseigenschaften fur viele Anwendungszwecke nicht optimal, die eine Fluoreszen/erfassung von 
markierten Materialien beinhalten wurden. 

In der GB-PS 15 29 202 (Exckiel ct al.) werden zahlreiche Cyanin-Farbstoffderivate besenncben. die als 
ft0 kovalcnt reagierende Molekiile verwendet werden. Die m diesen Reagentien verwendcte reaktive Gruppe ist 
eine Azingruppe. iu der Mono- und Dichlortriazingruppen gehdren. Diese Druckschrifi be/ieht sich auf die 
Entwicklung und die Verwendung dieser Reagentien als Sensibilisaioren fur photographische Filme. I ur dieses 
Verfahren ist keine Fluoreszenz crforderlich. und die moisten der dann beschriebenen Reagentien sind nicht 

# fluoreszierend. SchlieBl.ch bez.eht Men diese Druekschnlt nicht auf die Entwicklung und . erwendung von 
b5 reaktiven Cyanin-Farbstoffen zum Zwecke der Erfassung und quantitation Besiimmung von marktenen Mate 

ria [)\e voriiegende Erfindung betrifft Methoden zum kovaleiuen Anhefien von lumineszierenden Cyanin- und 
cyaninartigen Farbstoffen an biologische Materialien, nichtbiologtsche Materialien und Makromolekule und 



45 



8 



BNSDOCJD: <DE 3912046A1 J_> 



DE 39 12 046 Al 



i 

1<t 



Teilchen. damit diese Matcrialien lumineszierend markicrt werden. Auf diese Weise kann das markierte Material 
durch Lumincszenz-Erfassungsmethoden erfatft und/oder quantitativ bestimmi werden. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahrcn zur Erfassung einer Komponeme in einer Flussigkeit, das dadurch 
gekennzeichnet ist.daQ man zu dcr genanntcn Flussigkeit einen Farbstoff /user/t. der aus derCruppe bestehend 
aus Cyanin-. Merocyanin- und Siyryl-Karbsioffcn ausgcwahlt ist und dcr in der Flussigkeit loslich ist unci I einen 
Substituemen enthalt, damit er mit Amin- und Hydroxygruppen und moglieherweise mil Aldehyd- und Sulfhy 
drylgruppen auf dcr genannten Komponente kovalcnt reaktiv wird. so dal5 die genannte Komponeme markiert 
wird. Die markierte Komponente wird sodann durch Lumines/enz- odcr Lichtabsorptionsmethoden erfaftt 
und/oder quantitativ bestimmi. Wenn die markierte Komponeme em \ntikorper. cin DNA-Fragmcru. ein 
Hormon, ein Lymphokin odcr cin Arzneimiuei ist. dann kann die markierte Komponente d;uu verwendet 
werden. urn das Vorhandensch einer zweitcn Komponeme. an die es gebunden wird, 7u identifizieren. worauf 
die zweiie Komponente crfaDt und/oder quantitativ bestimmi werden kann. 

jede beliebige Lumineszenz- oder Liehtabsorptions- Erfassungsstufe ka.m angewendet werden. So kann bei- 
spielsweise die Erfassungsstufe eine opiische Erfassungsstufe sein, bei der die f lussigkeit mit Licht von ersten 
definierten Wellenlangen bestrahlt wird. Licht mit zweitcn definierten Wellenlangen. das durch die markierte 
Komponente fluoresziert oder phosphores7iert wird. wird hierauf erfalit. Die Erfassung kann auch durch 
opiische Lichtabsorption crfolgen. So kann beispiclsweise die Erfassimgssuife in der Weise durchgcfuhrt u;r- 
den. dal3 man Licht mit ersten definierten Wellenlangen durch die Flussigkeit leitet und sodann die Wdlenlange 
des Lichts. das durch die Flussigkeit lundurchgclassen wird. bestimmi. 

Gewunschtenfalls kann die Erfassungsstufe auch eine chemische Anal\se umfassen. urn chemisch cine Anhef- 
tung des C\ anins oder eines verwandten Chromophors an die Komponente zu erfassen. 

Die Grundstrukturen der C\anim, Merocyanin- und Styryl-Farbstoffe. die modifiziert werden konnen, urn 
kovalente Markierungs-Reagentien zu crzeugen. sind nachfolgend gezeigt: 
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X 
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CH=C 



CH 
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Cyanin 
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Merocyanin 




Si> ryl 

Spezifischere Beispiele von Polymethin-Cvanin-Farbstoffen sind wie folgt; 
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CH. 

/ 

O. S und C 

\ 

C Hj 



ausgewahlt: 

Z ist aus der Gruppe O und S ausgewahlt und 

m ist eine ganzc Zahl. die aus der Gruppe bcstehend aus 1 . 2. J und 4 ausgewahlt ist. 

In den obigen Formeln bestimmt die Anzahl der Methingruppen zum Toil die Anregungstarbe. Die cyclischen 
Azinstrukturen konnen auch zum Teil die Anregunesfarbe bestimmen. Oftmals tragen hoherc W.-rte von mzu 
ciner gestcigcrien Lumineszenz und Absorption bci. Bei Werten von m oberhalb 4 wird die Vcrbindung instabtl. 
tine 'VLitere Lumineszenz kann durch Modifikationen der Ringstnikturen verliehen werden. Wenn m = 2.dann 
ist die Anregungswellenlange etwa 650 nm, und die Verbindung ist sehr stark fluorcs/iercnd. Maximale Emis- 
sionswellenlangen smd im allgemeinen I 5 bis 1 00 nm hoher a!s die maximaien Anregungswellenlangen. 

Mindestens einer. vorzugsweise nur einor. und moglicherweise zwei oder niehr der genannten Gruppen R,. Rj. 
R l( R.i. Rs. > ; md R; in jedem Molekiil ist bzw. sind eine reakiive Gruppe zur Anhcftung des Farbstoffs an die 
markierte Komponente. Fur bestimmte Reagentien kann mindestens eine der Gruppen R,, R : . R t . R 4 . Ri. Rc und 
R ; auf jedem Molekiil auch eine Gruppe sein. die die Ldslichkcil des Chromophors erhoht oder die Selektivitat 
der Markierung der markicrten Komponente beeintrachtigt oder die Position der Markierung der markierten 
Komponer.te durch den Farbstoff beeintrachtigt. 

In den genannten Formeln umfaOt mindestens eine der genannten Gruppen Rx. Ra (wenn vorhanden) und R t0 
(wenn vorhanden) mindestens eine Sulfonatgruppe. Die Bezetchnung Sulfonat soil Sulfonsaure einschlieBen. da 
die Sulfonatgruppe nur eine ionisierte Sulfonsaure darstellt. 

Reakiive Gruppen, die direkt oder indirckt an den Chromophor angeftigt werden konnen, urn die Gruppen R,, 
Ri. R J( R 4 , R->. R 0 und R; zu bilden, konnen reakiive Gruppierungen einschlieBen. beispielswcise Gruppen, die 
Isothiocyanat. Isocyanat. Monochlortriazin, Dichlortriazin. Mono- oder Dihalogen-substituiertcs Pyridin. Mono- 
oder Dihalogen-substituiertes Diazin, Maleimid, Aziridin. Sulfonylhalogenid. Saurehalogenid. Hydroxysuccini- 
midester, Hydroxysulfosuccinimidester, Imidoestcr, Hydrazin. Azidonitrophenyh Azid, 3-(2-Pyridyldithio)-pro- 
prionamid.Glvoxal und Aldehyd enthalten. 

Spezielle Betspiele fur die Gruppen Ri. R 3( Ri. R 4 , Rs, Rb und R?.die besonders gut fur Markierungskomponen- 
tcn mil verfugbaren Amino-, Hydroxy- und Sulfhydrylgruppen gecignet sind. sind die folgcnden Gruppen: 

-NCS^f^\-NCS -<CH : )„NCS - NC0^^2^" NC0 -<™ 2 ),NCO 



H N— < 
— N — <J N 
N=< 



W 





— tCH ; »— N— < N 

W 

wobei mindestens cines von Qoder W eine Austrittsgruppe. wie I. Br. CI. isi: 
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CH 



CH 



— und — (C H ; » — N 



CH 



CH 



CH 



Spezielle Beispiele von Cruppen Ri. R:. Rj. R*. R, R* und R*. die boonders gut zum Markicren von 
Komponenien mil verfiigbaren Sulfhydrylgruppen geeignet sind und die in einem Zweisuifen-\ erlahren zur 
Markierung von Antikorpern verwendet werden konnen, sind die folgenden Cruppen: 



O 
II 

•NC -CH,Q 
H 



H H 

N _ c-CH,Q und ~(CH ? >... N — C-~CH ; Q 



25 



o 



o 



worin Q eine Austrittsgruppe, wie I oder Br. ist: 




45 



50 



■iCH,>— NC— (CH.),— S — S— 1, J 
' H 




worm n0 oder eine ganze Zahl isi. 

Spezielle Beispiele fur die Gruppen R-. R:. Rj. R4. Rs. Rn und R-. die be.onders gut zum Mark.eren \on 
Komponenien durehlichtakiiviertes Vernet/ungsverknupfen geeignet smd. smd die lolgenden f.ruopcn: 

und 

Zum Zwcckc der Erhohung der Wasserloslichkeii oder der Vcrminderung emer uncrwunsehien nichispe/iti- 
schen Bindung der markierten Komponente an ungeeignete Komponenien in der Probe oder zur Vcrminderung 
von Rcaktionen zwischen zuei oder mehreren reakuven Chromophuren auf der markierten Komponente. was 
zum Ausldschen der Fluoreszen/ fuhren konnte. konnen die Cruppen K-. R : . R*. R4. R*. Rn und R; aus den gui 
bekanruen polaren und elekmsch aeladcnen chemischen Gruppen austieuahlt werden. Beispiete hierfur smd 
-E-F wobei F H\droxv. Sullonat, Sultat. Carboxvlai. substituicrtes Amino oder quaternares Ammo 1st und 
wobei E e.ne Abstandsgruppe. wie -(CH : ).,- 1st. wobei n 0. 1 . 2. i oder 4 1st. Geeignete Beispiele sind /urn 
Bcispicl Alkvlsulfonai. -(CH : ) ,SO und (CH : )4- SO >~ 

Die Polvmethinkette der Lumineszenz-Farbsioffe gemao der Erlindung kann auch cine oder mehrere cych- 
sche chemische Gruppen emhahen. die Brucken zwischen /uoi oder mehreren der Kohlenstotfatome der 
Polvmethinkette bilden. Diese Brucken konntcn dazu dicnen. die chemische oder die Photostabilitat des Farb- 
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stoffs zu erhohen. und sic konnten dazu vcrwcndci wcrdcn. die Absorptions- und Emissionswellenlangen des 
Farbstoffes zu verandcrn oder scincn Extinktionskoeffi/ienten oder seine Quantenausbeute zu veriindern. 
Verbessene Loslichkeitseigenschaften konnten durch diese Modifizierung erhalten werden. 

ErfindungsgemaB kann die markierte Komponenic aus folgcnden Substanzen ausgewahlt werden: Antikor- 
pern, Proteincn. Peptiden. Enzymsubstratcn. Hormoncn, Lymphokinen. Metabolitcn. Rezeptoren, Antigenen. 5 
Haptenen, Lectinen. Avidin, Streptavidin, Toxinen, Kohlenhydraten, Oligosaccharides Polysacchariden. Nu- 
cleinsauren. Deoxynuelcinsauren. denvatisierten Nueleinsaurcn, denvatisierten Deoxynuelcinsauren. DNA- 
Fragmenten. RNA-Fragmenten. denvatisierten DNA-Fragmenten. denvatisierten RNA-Fragmenten. naturli- 
chen Arzneimitteln. Virusteilchen, Bakterienteilchen, Viruskomponemen. Hefckomponenten. Blutzellen, Blut- 

4 zellkomponenten. biologischen Zellen. nichtzellularen Blutkomponenten. Balaerien, baktf riellen Komporenten, 10 

natiirlichen und synthctischen Lipidblaschen. synthetischen Arzneimitteln. Giften. umweltverschmutzenden 
Stoffen, Polymeren. Polymerteilchen, Glasteilchen, Glasoberflachen, Kunststoffteitchen. Kunststoffoberflachen. 

$ Polymcrmembrancn. L.eitern und Halblcitern. 

3 Ein Cyanin oder ein damit vcrwandter Chromophor kann aui:h hergestellt werden. der. wenn er mit einer 

<| Komponente umgesctzi wird. Licht bei 633 nm absorbieren kann. In der Erfassungsstufc kann cm Helium-Neon- 15 

' Laser verwendet werden. der l.icht bei dieser Wellenlange des Spektrums emittiert. Auch kann ein Cyanin- oder 

damn vcrwandter Farbstoff hergestellt werden. der, wenn er mit einer Komponente umgesetzt wird. Licht 
maximal zwischen 700 nm und 900 nm absorbieren kann. In diesem Fall kann in der Erfassungsstufc cine 
*J Laserdiode verwendet werden. die Licht in diesem Bereich des Spektrums emittiert. 

Selek ti vi tat 

Die oben angegebenen reaktiven Gruppen sind relativ spezifisch fur die Markicrung bestimmter funktioneller 
Gruppen auf Proteinen und anderen biologist^ " oder nichtbiologischen Molekiilen. Makromolekulen, Obcrfla- 
chen oder Teilchen, vorausgesetzt. daB geeignete Reaktionsbedingungen mit EinschluO von gecignetcn pH-Be- 25 
dingungen angewendet werden. 

Eigenschaften der reaktiven Cyanin-. Merocyanin- und Styryl-Farbstoffe und ihrer Produkte 

ik Die Spektraleigenschaften der erfindungsgemaBen Farbstoffe werden durch die hierin beschriebene Funktio- jo 

$S nalisierung nicht nennenswert vcrandcrt. Die Spektraleigenschaften der markierten Proteine und der anderen 

' e > Verbindungen sind gleichfalls nicht sehr verschieden von denjenigen des Grund-Farbstoffmolekuls. das nicht an 

ein Protein oder cin anderes Material konjugiert worden ist. Die hierin beschriebenen Farbstoffe haben. allein 
oder an ein markiertes Material konjugiert, im allgemeincn groBe Extinktionskoeffizicnten (c = 100 000 bis 
250 000), hohe Quantenausbeuten so hoch wie 0,4 in bestimmten Fallen, und sie absorbieren und cmittieren Licht 35 
im Spektralbereich von 400 bis 900 nm. Somit sind sie von besonderem Wert als Markierungs-Reagentien fur die 
Lumineszenz-Erfassung. 

Optische Erfassungsmethodcn 

40 

Zur Erfassung bzw. Bestimmung einer markierten oder gefarbtcn Komponente kann jede belicbige Methode 
angewendet werden. Die brfassungsmethode kann eine Lichtquelle verwenden, die das Gemisch. welches das 
markierte Material cnthalt, mit Licht mit crstcn definierten Weilenlangen bcstrahlt. Bekannte Vorrichtungen 
werden verwendet. die Licht mit zweiicn Weilenlangen erfassen. welches Licht durch das Gemisch hindurchge- 
lassen worden ist oder das durch das Gemisch fluoresziert oder luminesziert wird. Solche Erfassungsvorrichtun- 45 
gen sind beispielsweise Fluoreszenz-Spektrometer, Absorptions-Spektrophotometer. Fluoreszenz-Mikroskope. 
Lichtdurchlassigkeits-Mikroskope und FlieB-Cytometer, optische Fasersensoren und Immunoa5 c ay-Instrumen- 
te. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen auch chemtsche Analysenmethoden verwendet werden. urn 
die -\nheftung des Farbstoffs an die markierte Komponente oder die markierten Komponenten zu erfassen. 50 
^ Beispiele fur chemische Analysenmethoden sind die Infrarot-Spektrometrie. die NMR-Spcktrometrie. die Ab- 

sorptions-Spcktrometrie.dic Fluoreszenz-Spektromctrie.die Massen-Spektrometric und die Chromatographie. 
Die Erfindung wird in den Beispielen erlautert. 

Beispiel I n 

Effektdes pH-Werts auf die Konjugierung von Sulfoindodicarbocyanin mit Protein 

Proben von Schaf- ^-Globulin (4 mg/ml) in 0,1 m Carbonat-Puffern (pH = 8,5. 8.9 und 9.4) wurden bei 
Raumtemperatur mit einem lOfachen molaren UberschuB des folgenden aktiven Sulfoindodicarbo-cyaninesters 60 
(m = 2) vermischt. 
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Zu geeigneten Zeitpunkten. die sich von 5 Sekunden bis 30 Minuten erstreckten. wurden Protemproben von 
nichtkovatent angeheftetem Farbsioff durch Cel-Permeationschromatographie auf Sephadex^ G-50 abgetrennt 
Die maximale Markierung des Proteins erfotgte nach 10 Minuten und ergab End-Molverhaltmsse von Farbstorf/ 
Protein von 58 64 und 8.2 fur die Proben. die bei pH-Werten von 8,5. 8,9 bzw. 9.4 inkubiert wordcn waren. Die 
Zeiten. die erforderiich waren, um ein Farbstoff/Protein-Verhaltnis von 5 und Quantenausbeuten der Produkie 
bei den verschiedenen pH- Werten zu ergeben. sind in der folgcnden Tabelle zusammengestellt: 



pH-Wert Zeit{s) OA 



8,5 115 0.09 

| 30 8,9 53 0,09 

^ 9,4 6.5 0.17 

Diese Werte zeigen, daB die Protein-Markierung mit diesem Farbstoff bei einem pH-Wert von 9.4 besser ist 
J5 als bei einem pH-Wert von unterhalb 9. In dem Puffer mit hohercm pH-Wert war die Konjugierungsreaktion 
sehr rasch, doch war die Markierungswirksamkeit ausgczeichnet. und das Produkt war starker fluoreszierend. 
Der Wert der Quantenausbeute gibt die mittlerc Quantenausbcute pro Farbstoffmolekiil auf dcm markterten 
Protein wieder. 

40 Beispiel 2 

Konjugation des aktiven Sulfoindocarbocyanincsters mit Protein 

Sehaf- y-Globulin (1 mg/ml). gelost in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) mit einem pH-Wert von 7.4. 
4S wurde mit 0,1 m Natriumcarbonat auf einen pH-Wert von 9,4 eingestcllt. Ein Cyanin-Farbstoff-Markierungsmit- 
tel (Struktur in Beispiel 1. m - 1) wurde zu aliquoten Teilen dieser Proteinlosung zugegeben. um verscniedene 
Molverhaltnisse von Tarbstoff/Protein zu ergeben. Nach 30miniiiigcr Inkubation bei Raumtcmpcratur wurden 
die Gcmische durch Gcl-Permeationschromatographie auf Sephadex* G-50 untcr Elution mit PBS aufgeirenm. 
Das Molverhaltnis der Farbstoffe. die kovalent an die Proteine in den Produkten angehcftet wordcn waren, war 
1 .2. 3,5. 5.4, 6.7 und 1 1 ,2 fur Anfangsverhaknisse von Fu. ostoff/Protein von 3. 6. 1 2. 24 bzw. 30. 



so 
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Beispiel 3 

Markierung von AECM-Dextran mit einem Sulfoindodicarbocyanin 

N-Aminoethyl-carboxamidomcthvl-(AECM-)Dextran mit einem Mittelwert von lb Aminogruppcn pro Dex- 
tranmolekul wurde aus Dextran mit einem mittleren MW von 70 000 syruhetisiert (Inman. |. K.. \. Immunol. 1 14: 
704-709 (1975)). Ein Teil des AECM-Dextrans (1 mg/250 ul). gelost in 0.1 m Carbonat-Putfer. mil einem pM- 
Wert von 9.4 wurde zu 0.2 mg des aktiven Sulfoindodicarbocyaninesters (Struktur in Beispiel 1. m = 2) gegeben, 
wobei ein Farbstoff/Proiein-Molverhaltnis von 10 crhalten wurde. Das Gemisch wurde 30 Minuten bei Raum- 
temperatur geruhrt. Das Dextran wurde sodann von niehtkonjugicrtern Farbstoff durch Sephadcx 5 G-50-Gcl- 
Permeationschromaiographie unter Verwendung von Ammoniumacetat (50mM) als Flutions-Puffer abge- 
trennt. Ein Durchschnitt von 2.2 Karbsioffmolekulen war kovalem an jedes Dextranmolekul gebunden. 

Beispiel 4 

Markierung eines spezifischen Antikorpers nm akti\ em Sull'oindodiearbocyaninester 
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Gegen Murin IgG spezifischcs Schaf-v-Globulin (1 mg/ml) in 0.1 m Carbonat-Puffer (pH =- 9,4) wurde mit 
dem aktiven Sulfoindodicarbocyaninestcr (Struktur in Beispicl I. m - 2) mit einem Vcrhaltnis von 8 Farbstoff- 
molekuten pro Proteinmolekul vcrmischt. Nach iOminutigem Inkubiercn bci Raumicmperatur wurde das Mar- 
kierungsgemisch durch Gclfiltration auf Sephadex^ G-50, das mit phosphatgepufferter KochsaMosung (pH = 
7,4) ins Gleichgewicht gcbracht wordcn war, aufgetrcnnt. Das gewonnene Protein emhielt cincn Mittelwert von s 
4.5 Farbstoffmolekiilen. die kovalent an jedes Proteinmolekul angehcftet waren. 

Anfarbung und mikroskopische Sichtbarmachung von Human-Lymphozyten mil io 
Sulfoindodicarbocyanin-Farbstcff.der an Schaf-Anti-Maus-IgG • ^ntikdi per konjugiert war 

& Fnsch isolierte periphcre Blutiympho/yten wurden bei 0 C 30 Minmen king mil Maus-Anti-/f2-Mikroglobulin 

% (0,25u.g/lO° Zellcn) behandelt. Die Zcllen wurden zwcimal mil DMEM-Puffcr gewaschen und sodann mil dem 

% mil Sulfoindodicarbocyanin markierten Schaf-Anti-Maus-lgG-Antikorper (I ug/10° Zellen) behanaelt. Nach h 

iOminutigcr Inkubierung bei O'C wurde uberschussiger Antikorper durch Zentnfugieren der Zellen enifernt. 
und die Zellen wurden erneut zweirnal mil DMEM- Puffer gewaschen. Aliquote Teile der Zellen wurden auf 
Objekttragcrn zur Analyse durch Fluoreszenz-Mikroskonie befesiigt. Unter dem Mikroskop wurden die Lymp- 
. ; v hozyten auf dem Objekttrager mit Licht mil 610 bis t>^j nm bestrahlt. und die Fluoreszenz bei 650 bis 700 nm 

; , wurde mit einer rotempfindlichen verstarkten COHU-Fernsehkamera erfaOt. welche an einen Bilddigitalisierer >q 

und einen Fernsehmonitor angcschlossen war. Die nach dieser Methode angefarbten Zellen zeigten unter dem 
Mikroskop eine Fluoreszenz. In einem Kontrollexperiment wurde die Verwendung des primaren Maus-Anti- 
//2-Mikroglobulin-Aniikorpers weggelassen, doch wurde aie Farbung und die Analyse sonst wie oben beschrie- 
ben durchgefuhrt. Die Kontrollprobe zeigte unter dem Mikroskop keine Fluoreszenz. was darauf hinweist, dali 
der mit Sulfoindodicarbocyanin markierte Sehaf-Anti-Maus-Antikorper keine signifikante nichtspezifische Bin- 
dung an Lymphozyten ergibt. 

Patentanspruche 

v» I. Verfahren zum Markieren einer Komponente einer waBrigen Flussigkeit. dadurch gekennzeichnet, daB jo 

man 

(a) zu der die genannte Komponente enthaltenden Flussigkeit einen Lumineszenz-Farbstoff aus der 
Gruppe Cyanin. Merocyanin und Styryl-Farbstoffe. der an einen aromatischen Kern angeheftet minde- 
siens eine Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe enthalt. zusetzt, wobei der genannte Farbstoff mit der 
genannten Komponente reaktiv ist. und 15 

(b) den Farbstoff mit der genannten Komponente umsetzt. so daB der Farbstoff die genannte Kompo- 
nente markiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB der Farbstoff mehr als eine Sulfonsaure- oder 
Sulfonatgruppe enthalt. 

X Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff einen Substituenten 40 
enthalt. urn ihn mit einer Amin-. Aldehyd-, Sulfhydryl- oder Hydroxygruppe auf der genannten Komponente 
kovalent reaktiv zu machen, und daB sich der genannte Farbstoff mit einer oder mehreren der genannten 
Gruppen umsetzt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB die Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe die 
Wasserloslichkeit des Farbsioffs erhoht. 45 

5. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB die Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe die 
Farbstoff/Farbstoff- Wechselwirkungen vcrmindert. die em Ausloschen der Fluoreszenz induzieren. 

b. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB der Farbstoff ein Cyanin-Farbstoff ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Farbstoff ein Merocyanin-Farbstoff ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB die Komponente aus der Gruppe Antikorper. ^ 
^ Proteine. Peptide. Enzymsubstrate. Hormone. Lympokme, Metabolite, Rezeptoren, Antigene. Haptene. 

Lectine, Toxine. Kohlenhydrate. Oligosaccharide. Po!\ saccharide. Nucleinsauren, Deoxynucleinsauren. de- 
rivatisierte Nucleinsauren. derivatisierte Deoxynucleinsauren. DNA-Fragmente, RNAFragmente, denvati- 
sierte DNA-Fragmente. derivatisierte RN A-Fragmente. naturliche Arzneimittel. Virusteilchen, Viruskom- 
g ponenten. Hefekomponenten. Blutzellen. Blutzellkomponenten. biologische Zellen. nichtzellulare Blutkom- ^ 

ponenten. Bakterien. Bakterienkomponcntcn. naturliche und synthetische Lipid-Blaschen. synthetische Arz- 
neimittel und naturliche Arzneimittel. Gifte. umweltverschmutzende Stoffe. Polymeren. Polymerteilchen. 
Glasteilchen. Glasoberflachen. Kunststoffteilchen. Kunststoffoberflachen. Polymermembranen. Leiter und 
Halbleiter ausgewahlt ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB es die Stufe der optischen Erfassung der bo 
genannten markierten Komponente einschlieBt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. daB die genannte Erfassungsstufe die Bestrahlung 
der markierten Komponente mit Licht und die anschlieBende Erfassung des Lichts, das durch die genannte 
markierte Komponente fluoresziert wird. umfaBt. 

Ufa II. Verfahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. daB die genannte Erfassungsstufe die Lichterre- ^5 

gung mit einem Laser einschlieBt, 

1 2. Verfahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB in der genannten Erfassungsstufe die Fluores* 
7enz-Mikroskopie verwendet wird. 
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13. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. daB in der genannten Erfassungsstufe die FlieB- 
Cytometrie verwendet wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte erfaBte Komponente quantitativ 

bestimmt wird. . ff 

15. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB der genannte Farbstoff em btyryl-harbstott 

ist. 

16. Verfahren zum Markieren einer Komponente in einer waBrigen Fliissigkeit. dadurch gekennzeichnet. 

daB man ... n . rf , 

(a) zu der die genannte Komponente enthakendcn Flussigkeit emen uumineszenz-FarbstoR aus der 
Cruppe Polymethin-Farbstoffe auf Sulfoindolenin-Grundlage unci Naphthosulfoindolenin-Grundlage. 
der mindestens eine Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe angeheftct an cinen odcr mehrere Ringe eines 
het?rocyclischen Kerns enthait. zusetzt, wobci der genannte Farbstoff gegenubar der genannten 
Komponente reaktiv ist; cur 

(b) den genannten Farbstoff mit der genannten Komponente umsetzt. so daB der genannte Farbstof. 
die genannte Komponente markiert; und daB man 

(c) die genannte markierte Komponente durch optische Methoden erf alii. 

17. Verfahren nach Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet. daB dor genannte Farbstoff mehr als cine 
Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe er.thalt. 

18. Verfahren zum Markieren einer ersten Komponente und Verwendung der markierten ersten Kompo- 
nente zur Bindung mit einer zweiten Komponente. urn eine markierte zweite Komponente zu bilden, 
dadurch gekennzeichnet, daB man 

(a) zu einer waBrigen Fliissigkeit, die die genannte crste Komponente enthait. cinen Lumineszenz- 
Farbstoff aus der Gruppe Cyanin, Merocyanin und Styryl-Farbstoffc. der mindestens eine an cinen 
aromatischen Kern angefugie Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe enthait, zuscizt. wobei der Farbstoff 

25 gegeniiber der ersten Komponente reaktiv ist; 

(b) den genannten Farbstoff mit der genannten ersten Komponente umsetzt. so daB der genannte 
Farbstoff durch Lumineszenz die genannte erste Komponente markiert. wodurch eine markierte erstc 
Komponente erhalten wird; 

(c) die genannte markierte erste Komponente an die genannte zweite Komponente anbindet. urn eine 
30 markierte zweite Komponente zu bilden; und daB man 

*4 (d) die genannte markierte zweite Komponente durch eine optische Methode erfaBt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff mehr als eine 
Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe enthait. 

20. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die erste Komponente cin Antikdrpcr ist und 
daB die zweite Komponente eine Substanz aus der Gruppe Antigene. Haptenc. biotogischc Zellen. Viren 
und Teilchen, die ein Antigen und ein Hapten tragen. ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. daB die genannte erste Komponente ein Lectin 
ist und daB die genannte zweite Komponente eine Substanz aus der Gruppe Kohlenhydrate. makromoleku- 
lare Stoffe. die ein Kohlenhydrat tragen, und Zellen, die ein Kohlenhydrat tragen, ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. daB die genannte erste Komponente Avidin oder 
Streptavidin ist und daB die genannte zweite Komponente ein biotinyliertes Material tst. 

23. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB die genannte erste Komponente ein DNA- 
Fragment ist und daB die genannte zweite Komponente cin komplementarer Strang von DNA oder RNA 

24* Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB die genannte erste Komponente cin RNA- 
Fragment ist und daB die genannte zweite Komponente ein komplementarer Strang von DNA oder RNA 
ist. . 

25. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. daB die genannte erstc Komponente em Liganci 
aus der Gruppe Hormone. Proteine. Peptide, Lymphokine und Metabolite ist und daB die genannte zweite 

^ yo Komponente ein Receptor ist. 

26. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB die genannte erste Komponente em Pofy- 
merteilchen ist. das eine Substanz aus der Gruppe -Muikorper. Nucleinsaure-Fragmcnte. Arzneimittel. 
Toxme. Hormone. Metabolite, biologische Zellen, Bakterien. Virusteilchen. Antigene und Haptene enthait 
und daB die genannte zweite Komponente ein entsprechendes Antigen, eine komplementare Nucleinsaure- 

4 v> Sequenz, ein Antikorper oder em Rezeptor ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB die genannte zweite Komponente em 
Antikorper ist. 

28. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet, daB die genannte erste Komponente eine 
Substanz aus der Gruppe Antigene. Haptene oder Zellen. die ein Antigen oder Hapten cnthalten, und 

o0 Teilchen.dic ein Antigen odor Hapten enthalten. ist und daB die genannte zweite Komponente ein Antikor- 

per ist. . 

29. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff sich nut einer Amm-. 
Hydroxy- odcr Sulfhvdrylgruppc auf der ersten Komponente umsetzt. 

30. Verfahren nach "Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB sich der genannte Farbstoff mil einer 
h s Aldehydgruppe auf der genannten ersten Komponente umset/t. 

31. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff ein Cvanm-Farbstolf 
ist und sich nut einer Amm- oder 1 lydroxygruppe auf der genannten ersten Komponente umsetzt. 

J2. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB der genanmc Farbstoff ein Cyanin-Farbstoff 
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tst und sich mit einer Aldehyd- oder Sulfhydrylgruppe auf der genannten ersien Komponcnte umsetzt. 

33. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet, dati die genannte zweite Komponcnte aus der 
Gruppe Blutzellen, Gewebezellen, Bakterien, Viren. Chromosomen. DNA, RNA. Toxine, Arzneimittel. 
Hormone und Potymerteilchen ausgewahlt ist. 

34. Lumineszcnzphotostabiles Reaktionsprodukt aus einer Komponcnte. die eine Amin-. Aldehyd-. Sulfhy- 
dryl- oder Hydroxylgruppe enthalt und einen in Wasser loslichen Farbstoff aus der Gruppe Polymethin- 
Farbstoffc auf Sulfoindolenin-Grundlage und Naphthosulfoindolenin-Grundlage. der mindestens einen 
Substituentcn enthalt. urn inn gegenubcr der genannten Amin-. Aldehyd-. Sulfhydryl- oder Hydroxylgruppe 
auf der genannten Komponente kovalent reaktiv zu machen, wobei die indtviducllen Farbstoff-Molekule 
auf dem genannten Reaktionsprodukt einen mittlcren molarcn Fxtinktionskocffizienten von mindestens 
50 000 I pro mol-cm. eine mittlere Quantenausbeute von mindestens 2% haben und Licht maximal im 400- 
bis 850-nm-Bereich absorbieren und emiitieren. wenn sicn die markierte Komponcnte in einer wal3rigen 
Umgebung befindet. 

?5. Reaktionsprodukt nach Anspruch 34. dadurch gekennzeichnet. daO die genannte Komponente ein 
Antikorpcr ist. 

3b. Reaktionsprodukt nach Anspruch 34. dadurch gekennzeichnet. da(3 die genannte Komponente aus der 
Gruppe Proteine, Peptide, Arzneimittel. Toxine, Metabolite. Lymphokine, Kohlenhydraie. Lipide. Bluizel- 
kn. Bakterienteilehen. Virenteilchen. Antigene. Haptenc, Polymeneilchen. Glasoberflachen und Polymer* 
oberflachen ausgewahlt ist. 

37. Reaktionsprodukt nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet. daD die genannte zweite Komponente 
ein DNA- oder RNA-Fragment ist. 

38. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff aus der Gruppe: 
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R. 
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Cyamn 
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Merocyanin 
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Ri 
R, 
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N,, 



R< ^ 
I 

-CH=C 



R* 




/ 



\ 



R< 



Stvryl 



ausgewahlt ist, wobei 
X und Y aus der Gruppe 

CH, 



O.S und C 



\ 



ausgewahlt sind; 

m eine ganze Zahl aus der Gruppe 1, 2. 3 und 4 ist; 

mindestens eine der genannten Gruppen R,. R 2 . Rj. R4. R5. Rb und R; mindestens etne Gruppierung aus der 
Gruppe Isothiocyanat, Isocyanat, Monochlortriazin. Dichlortriazin, Mono- oder Dihalogen-substituiertes 
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Pyridin Mono- oder Dihalogen-substituiertes Diacin, Maleimid, Aziridin. Suifonylhalogenid. Saurehaloge- 
nid. Hydroxysuccinimidester, Hydroxysulfosuccinimidester, Itnidoester. Hydrazm. Azidonitrophenyh Azid. 
3-(2-Pyridyl-dithio)-propionamid, Glyoxal und Aldehyd enthalt; und wobei 

mindestens eine der genannten Gruppen R 8 und R 9 mindestens eine Arylsulfonyl- oder Arylsulfonat-Grup- 
pierung enthalt. ' D „ 

39. Verfahren nach Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet, daB mindestens erne der Gruppen Ki, K : , K ,. \u. 
Rs, Re und R/ mindestens eine Gruppierung aus der Gruppe: 



NCS — <^ >— HCS 
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-(CHi)- N-< N 
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/- CH ' 
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-(CHjI-C-O-N 



SO,' 



O 



-N 



CH 



CH 



CH 
N X J] — 
CH 



und — (C H ; > — N 



CH 



CH 



enthalt. wobei mindestens eincs von Q oder W aus der Gruppe CI. Br und I ausgewahlt ist und wobei n den 
Wert Null hat oder eine beliebige ganze Zahl ist. 

40. Verfahren nach Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet. daft mindestens cine der genannten Gruppen Ri, 
R>. Rj. R4. R> Rb und R; mindestens eine Gruppierung aus der Gruppe: 




NO, 



enthalt. 

41. Verfahren nach Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet. daft mindestens eine der genannten Gruppen k,. 
R : . Ri. R A , Rv R b und R; auch mindestens eine Gruppierung aus der Gruppe Hydroxy. Sulfonai. Sulfat. 
Carboxylat und substituiene Amin- oder quaternare Amingruppen enthalt. 

42. Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe: 
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V 



\ 
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X 



R, 



V 
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■CH = C 



Cyamn 



,N 
I 

R. 



R- ^ 



O 



Merocyanin 



R, 



Rj 
R. 



R« 



R, 




Styryl 



wobci 

X und Y aus der Gruppe 



CH, 



0. S und C 



/ 



CH, 



ausgewahlt sind; 

m eine ganze Zahl aus der Gruppe 1 . 2, 3 und 4 ist; 

mindestens eine der genannten Gruppen R,, R 2 . Rj. R4. R5. R*> und R? mindestens eine Gruppierung aus der 
Gruppe Isothiocyanat, Isocyanat, Monochlortriazin. Dichlortriazin. Mono- oder Dihalogen-substituiertes 
Pyridin. Mono- oder Dihalogen-substituiertes Diacin. Maleimid. Aziridin, Sulfonylhalogenid. Saurehalogc- 
nid. Hydroxysuccinimidester. Hydroxysulfosuccinimidester. Imidoester, Hydrazin. Azidonitrophenyl, Azid. 
3-(2-Pyridyl-dithio)-propionamid.Glyoxal und Aldehyd enthalt; und wobei 

mindestens eine d.r genannten Gruppen R 8 und Rq mindestens eine Arylsulfonyl- oder Arylsulfonat-Grup* 
pierung enthalt. 

43. Lumineszenz-Farbstoff nach Anspruch 42. dadurch gekennzeichnet. daB er wasserloslich ist. 

44. Lumineszenz-Farbstoff nach Anspruch 42. dadurch gekennzeichnet. daB er in Wasser einen molaren 
Extinktionskoeffiz ; :ntcn von mindestens 50 000 1 pro mol-cm, eine Quantenausbcute von mindestens 2% 
hat und daB er im Spektralbereich von 400 bis 900 nm Licht absorbiert und emittiert. 

45. Lumineszenz-Farbstoff nach Anspruch 42. dadurch gekennzeichnet. daB er in Wasser einen molaren 
Extinktionskoeffizienten von mindestens 100 000 I pro mol-cm. eine Quantenausbeute von mindestens 10% 
hat und daB er im Spektralbereich von 600 bis 900 nm Licht absorbiert bzw. emittiert. 

46. Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe: 
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worm 

X und Y ausderGruppe 



O.S und C 



/ 
\ 



CH, 



CH, 



ausgewahlt sind; 

Z aus der Gruppe O und S ausgewahlt is t ; 

meine ganze Zahl ausderGruppe 1. 2.3 und 4 ist und wobei mindestens eine der Gruppen R.. Rj, Rj. R^ Ri. 
Rd und R? mindestens eine Gruppierung ausderGruppe: 
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II VCH.. 
-<CH.) -C -O -N | 

y-CH ; 
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0 
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VCH- 



CCM : ). CON | 

/-CM, 



— N 



CH 



ch 



N 



CH 



CH 



und <CH : ) N 



CH 



CH 



enihalt, wobei 

mindestens eines von 0 oder W aus der Gruppe I. Br und CI ausgewahlt ist und nO oder eine gan^e Zahl isi; 
und wobct 

mindestens eine der genanntcn Gruppen R rt und (wenn vorhanden) mindesiens cine Sulfonat-Gruppie- 
rung enthalt. 

47. Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe: 
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Z aus der Gruppe O und S ausgewahlt ist; 

m eine ganze Zahl aus der Gruppe K 2, 3 und 4 ist; 

mindestens eine der Gruppen R,, R 2) R 3 , R4. Rs. Re und R; mindestens eine Gruppierung aus der Gruppe: 
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oder 
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35 



enthalt. wobei 

nO oder eine ganze Zahl ist; und wobei 

mindestens eine der gena.inten Gruppen R 8 . R9. Rio (wenn vorhanden) und Rn (wenn vorhanden) minde- 
stens eine Sulfonsaure oder Sulfonatgruppierung enthalt. 
48. Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe: 
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ausgewahlt sind: 
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meinc ganze Zahl ausder Gruppe 1. 2. 3 und 4 ist; 

mindestens cine der Gruppen R ( . R>, R j, R 4 . Rv R D und R; mindestens cine Gruppierung aus dor Gruppe: 



enthalt; und wobci 

mindestens einc der Gruppen R K und Ra mind?stens einc Ar>lsulfonsaure- oder Arylsulfonai-Gruppierung 
emhalt. 

49. Lumineszenz-Farbstoff nach Anspruch 42, dadurch gekennzcichnei. daB rnindcsicns cine der Gruppen 
Ri. R:. Rj. Ru, R^ Rb und R; auch Gruppierungcn zur Erhohung der Wasserloslichkeit und zur Vermindc- 
rung der nichtspezifischen Binding emhalt. wobei die Gruppierungcn aus Hvdroxy-. Sulfonut-, Sulfai-, 
Carboxylaf- und subsutuicrten Amin- oder quatcrnaren Amingruppen aur.geuahlt smd. 

50. Verfahrcn. dadurch gekennzeichnet. daB man em mil einem Sulfocyanin-Farbstoff markicrtos Material 
mit einem oder rnehrercn weiteren fluoreszicrenden Maierialien, die alio Lichi signifikant bei einer einzigen 
Enegungswellenlange absorbieren. jedoeh bei verschicdenen Wellenlangen f'uo r eszieren, vermischt und 
sodann alle der genannten fluoreszicrenden Materialien mit einer einzigen Wellenlange von Lichi anregt 
und sodann die Menge von jedem der genannten fluoreszicrenden Materialien quantitativ bestirnmt, indem 
man ihre individuellen Fluoreszenzsignale bei ihren verschiedenen Fluoreszenz- Wellenlangen erfaBt. 

51. Verfahrcn nach Anspruch 50. dadurch gekennzeichnet. daB das mit dem Sulfocyanin-Farbstoff markierte 
Material em Antikorper oder eine DNA-Hybridisierungssonde ist. 
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